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摘要 
    c-src 是首个在细胞内被发现与病毒型癌基因 v-src 同源的原癌基因，其编码
的蛋白质 c-Src 是一个非受体型的酪氨酸激酶。c-Src 的过度激活如蛋白水平或者
激酶活性的增加促进了多种肿瘤的发生、发展以及转移。目前肿瘤细胞的代谢更
依赖于糖酵解被大家所公认，但是 c-Src 是否调节了肿瘤细胞这种代谢转变还不
清楚。 
在本论文中，我们发现 c-Src 在激活的情况下能够和己糖激酶（Hexokinase: 
HK）相互结合，并且磷酸化Ⅰ型己糖激酶（HK1）的酪氨酸 732 位点以及Ⅱ型己
糖激酶（HK2）的酪氨酸 686 位点。通过检测 HK 的催化活性，我们发现 c-Src 介
导的酪氨酸磷酸化修饰使得 HK1 和 HK2 的酶活性大大增加，能够更快速的将葡
萄糖转化为 6-磷酸葡萄糖。从机理上来讲，HK1 Y732 位点的磷酸化引起的构象
改变破坏了 HK1 寡聚体的结构，从而降低了其对葡萄糖的 Km 值，同时增加了最
大反应速率。将 HK1 和 HK2 上被 c-Src 磷酸化的酪氨酸位点进行突变会显著削弱
c-Src 促进的糖酵解、细胞增殖、肿瘤发生以及转移； 而且我们对临床肿瘤样本
进行免疫组化分析发现，肿瘤组织中 HK1 732 位点的磷酸化水平显著高于相应的
正常组织。另外，由于 HK1 对葡萄糖的 Km 值（0.03 mM）明显低于 HK2（0.3 mM），
我们发现在葡萄糖极度缺乏的情况下，HK1 而不是 HK2 对肿瘤细胞的存活具有重
要作用。 
综上，我们对 c-Src调节HK促进糖酵解的分子机理和功能进行了深入的研究，
不仅为肿瘤细胞依赖于糖酵解提供了新的证据，还为 c-Src 促进肿瘤的发生和转
移提供了新的视角，对开发新的肿瘤治疗药物提供了有益的理论依据。 
 
关键词：c-Src；HK；糖酵解；肿瘤的发生，肿瘤转移 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
[ABSTRACT] 
VIII 
 
ABSTRACT 
c-src, the counterpart of v-src, is the first pro-oncogene identified in animal cells. 
The gene product of c-src belongs to a family of non-receptor tyrosine kinases. 
Accumulating investigations have indicated that hyperactivation of c-Src due to 
increased expression or excessive activation of kinase activity plays key roles in 
promoting tumorigenesis and metastasis of various cancers. It is well known that most 
of tumor cells are characterized by a metabolic conversion from depending mainly on 
oxidative phosphorylation for energy supply to depending mainly on aerobic 
glycolysis for energy supply, while whether c-Src participates in such a metabolic 
reprogramming is still unclear.  
In this study, we found that the activated form of c-Src can associate with 
Hexokinase (HK) and phosphorylate both the tyrosine 732 site of Hexokinase 1 (HK1) 
and the tyrosine 686 site of Hexokinase 2 (HK2). By virtues of HK activity assays, we 
found that the tyrosine phosphorylation induced by c-Src is required for HK 
enzymatic activity that catalyzes the conversion of glucose to 6-phosphate glucose. 
Mechanistically, c-Src phosphorylation of HK1 at Tyr732 robustly decreases its Km 
and increases its Vmax by generating conformational change and consequently 
disrupting its dimer formation. Mutation in c-Src phosphorylation site of either HK1 
or HK2 remarkably abrogates the stimulating effects of c-Src on glycolysis, cell 
proliferation, migration, invasion, tumorigenesis and metastasis. Moreover, 
immunohistochemical analyses of clinical tissue samples of breast cancer, lung cancer 
and esophageal cancer indicate that all the tumor tissues examined have much higher 
phosphorylation level of HK1 732 site compared to corresponding tumor-adjacent 
normal tissues. In addition, due to its low Km for glucose, HK1 rather than HK2 is 
required for tumor cell survival when glucose is scarce.  
In summary, our investigation on the molecular mechanism and biological 
function of c-Src promoted glycolysis will not only provide a new evidence for the 
dependence of tumor cell on glycolysis, but also provide a novel mechanism of 
tumorigenesis and metastasis induced by c-Src and also a clue for screening of more 
preciseanti-tumor drugs.  
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第一章 前言 
1.1 原癌基因 c-src 
1.1.1 简介 
在 1910年，弗郎西斯·裴顿·劳斯发现劳斯氏肉瘤病毒（Rous sarcoma virus, 
RSV），并且指出 RSV 能够诱导产生感染性的肿瘤 1。进而一系列关于肿瘤和病毒
之间联系的研究由此开展。二十世纪七十年代，通过分析 RSV的基因结构和功能，
在RSV病毒中鉴定出 v-src是唯一一个能够引起正常细胞发生转化的病毒癌基因
2-5,并且该基因编码一个分子量为 60kDa 的具有磷酸化修饰的蛋白称之为 pp60 
v-src6,7。随后，由 Collett 等发现 pp60v-src是一个酪氨酸蛋白激酶 8,9，也就是说该
蛋白能够催化自身或者其他蛋白质的酪氨酸发生磷酸化修饰。在分子克隆和测序
技术的推动下，与 RSV 病毒中的基因 v-src同源的细胞基因 c-src在鸡身上被大
家所发现 10,11，也就是说 c-src 是首个在细胞内发现的与病毒癌基因同源的原癌
基因。 
如图 1.1所示，v-Src和鸡或者人的 c-Src蛋白都含有四个 SRC 同源（SH）
的结构域，以及 N 端的一个特有的结构域。这四个 SH 结构域分别是：SH1 结构
域，SH2结构域，SH3 结构域，SH4 结构域。SH1结构域为激酶区，具有自我磷酸
化的位点（Tyr416,鸡；Tyr419，人）；SH2 结构域能够和负调控位点结合；SH3
结构域主要是参与了 Src蛋白活性失活时的分子构象的形成；SH4结构域含有一
个酯酰化的位点，主要调控的是 Src蛋白的膜定位。虽然细胞型的 c-Src和病毒
型的 v-Src在 N端具有相似的结构域，但是这两种蛋白在其 C端结构上差异明显
12。c-Src 的 C 端含有 19 个氨基酸残基，而 v-Src 的 C 端只含有 12 个与 c-Src
完全不同的氨基酸残基 12。因此，c-Src 具有 533 个氨基酸而 v-Src 具有 526 个
氨基酸。而相较于病毒内的 v-Src 蛋白，鸡或者人的 C 端氨基酸的的增加导致
c-Src 在其 C 端具有一个自我抑制结构域即含有一个负调控酪氨酸残基（鸡
-Tyr527；人-Tyr530）。结构上的不同导致了这两个同源蛋白功能上的差异。首
先，c-Src的酪氨酸激酶活性远远的弱于 v-Src 13-15；其次，c-Src不像 v-Src一
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样具有转化正常细胞的功能 13,15,16。 
 
 
 Human Src-536 amino acid 
 
 
Chicken Src-533 amino acid 
 
 
v-Src-526 amino acid 
图 1.1 c-Src 蛋白的结构 
图片来源于：Yeatman, T.J. A renaissance for SRC. Nat Rev Cancer 4, 470-80 (2004). 
 
1.1.2 c-Src 活性的调节 
    随着研究发现 v-Src就是 c-Src的持续性激活的形式，那么细胞内的 c-Src
是如何调节其活性的呢？目前为止，很多科研成果揭示 c-Src的活性受到多种层
面的调节。 
    影响 c-Src活性的一个非常重要的机制就是调节自身的酪氨酸磷酸化状态。
其中人的 c-Src蛋白的 530位点（鸡，527）就是主要的酪氨酸磷酸化调节位点。
当酪氨酸 530位点被磷酸化之后，C端结构域能够和 SH2结构域结合，引起 c-Src
蛋白构象的变化（图 1.2）。通过晶体结构分析发现，C端结构域和 SH2 结构域的
结合以及激酶结构域和 SH3结构域的结合使得 c-Src蛋白分子形成一个封闭的分
子构象，导致 c-Src 的激酶活性被抑制 17。经 Cooper,J.A.等发现酪氨酸 530 位
点的磷酸化是由 CSK和同源蛋白 CHK所催化的 18。CSK是一个结构上相似于 c-Src
的激酶，但是该蛋白在其 C端缺失了负调控的结构域。研究表明，减少 CSK蛋白
的表达能够增强 c-Src 激酶的活性 19。磷酸化和去磷酸化一般情况是一个平衡的
状态。当 c-Src酪氨酸 530位点被磷酸化之后，酪氨酸磷酸酶能够催化该磷酸基
团的去除进而也能调节 c-Src的活性。如图 1.2所示，当 c-Src的 530 位点去磷
酸化之后，c-Src的折叠构象被打开，激酶结构域暴露出来，变成一种 c-Src的
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激活形式。PTP是一种蛋白质酪氨酸磷酸酶，它能够催化 c-Src 的 530 位点的
去磷酸化，从而激活 c-Src20。此外，PTP1、PTP1B、SHP1 以及 SHP2 这些酪氨酸
磷酸酶都能够调控该位点的去磷酸化 21,22。 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1.2 c-Src 蛋白的激活 
图片来源于：Yeatman, T.J. A renaissance for SRC. Nat Rev Cancer 4, 470-80 (2004). 
 
c-Src 的酪氨酸 419位点也是一个非常重要的酪氨酸磷酸化位点，位于其激
酶活性区 23。当该位点被磷酸化之后，激酶活性结构域从 SH3结构域脱离，促进
c-Src与底物的结合 24,25。Kmiecik等发现，将 c-Src的 419位点的酪氨酸残基突
变成苯丙氨酸形成的突变体相较于野生型的 c-Src具有更低的激酶活性 26。因此，
419 位点的磷酸化具有正向调控 c-Src 的活性的功能。值得注意的是，c-Src 的
419位点的磷酸化主要是通过分子内自我磷酸化而形成。当 c-Src的 530位点去
磷酸化之后，c-Src 的构象打开，其 419位点发生磷酸化修饰。然而有趣的是，
在酪氨酸残基 530 位点已经被磷酸化的前提下，再磷酸化 419 位点也能够激活
c-Src的活性 27,28。也就是说，530位点和 419 位点的磷酸化即相互影响又存在某
种程度上的相互独立。 
    除了 530 位点和 419 位点的磷酸化能够调控 c-Src 的活性之外，还有很多
c-Src的氨基酸残基的磷酸化修饰能够调控其活性。在细胞有丝分裂时，位于特
有结构域的苏氨酸 34 位、苏氨酸 46 位以及丝氨酸 72 位的磷酸化能够使得 SH2
结构域和 C端自我抑制结构域的结合不稳定，从而促进 530位点的去磷酸，导致
c-Src 的激活 29。黏着斑激酶（focal-adhesion kinase,FAK）以及其分子伴侣
CAS（P130CAS）能够直接与 c-Src 的 SH2 和 SH3 结构域结合进而引起 c-Src 构象
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的打开，促进 c-Src 的激酶活性 30（图 1.3）。另外，血小板生长因子受体（PDGFR）
能够磷酸化 c-Src的 SH3结构域的酪氨酸 138位点以及 SH2结构域的酪氨酸 213
位点，破坏 c-Src蛋白的分子内相互作用，进而激活 c-Src31,32。除了 PDGFR 之外，
还有很多的膜受体 EGFR、ERBB、FGFR 等都能够通过类似的作用方式增加 c-Src
的活性。 
    除了磷酸化调节 c-Src的活性外，它还受到多种翻译后修饰和突变的影响。
c-Src蛋白 N端特有结构域的酯酰化使得 c-Src能够定位到细胞膜上，促进 c-Src
与激活的受体酪氨酸激酶相互作用，从而磷酸化其 419位点，激活 c-Src。c-Src
这种细胞膜定位是其导致正常细胞向肿瘤细胞发生转化所必须的 23,33。CBL 泛素
连接酶通过影响 c-Src 蛋白的稳定性调节 c-Src 的功能。在细胞中过表达 CBL
泛素连接酶能够有效的抑制由 v-Src所引起的细胞转化 34。此外，目前在结肠癌
和子宫内膜癌中发现几例很稀有的病例，该病人的肿瘤细胞中的 c-Src 发生突变
缺失了自我抑制结构域而形成持续性激活的 c-Src35。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1.3 c-Src 的调节机制 
图片来源于：Yeatman, T.J. A renaissance for SRC. Nat Rev Cancer 4, 470-80 (2004). 
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